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NUEVA ACTIVIDAD FRUCTOFURANOSIDASA PARA LA OBTENCIÓN 
DEL OLIGOSACÁRIDO PREBIÓTICO 6-KESTOSA 
La presente invención se encuadra dentro del campo de la industria 
biotecnológica y, en particular, en el sector agroalimentario dedicado a la 5 
obtención de oligosacáridos prebióticos para ser utilizados como ingredientes 
funcionales en productos dietéticos, productos lácteos, alimentos infantiles y 
alimentos para animales. También se relaciona con el campo de la industria 
farmacéutica y cosmética. 
 10 
ESTADO DE LA TÉCNICA 
Los hidratos de carbono, el material biológico más abundante en la 
naturaleza, se utilizan como elementos de partida en una gran variedad de 
procesos industriales; por ello, las enzimas implicadas en su metabolismo 
tienen un enorme interés, tanto desde un punto de vista básico como 15 
tecnológico. 
El campo de los oligosacáridos prebióticos como ingredientes funcionales en 
alimentación se ha desarrollado de manera espectacular en los últimos años. 
El término prebiótico fue introducido por Gibson y Roberfroid, quienes 
definieron a los prebióticos como ingredientes no digeribles de los alimentos 20 
que afectan beneficiosamente al huésped por una estimulación selectiva del 
crecimiento y/o actividad de una o un limitado grupo de bacterias en el colon.  
Las moléculas prebióticas líderes en el mercado europeo son los 
fructooligosacáridos (FOS) (P.T. Sangeetha, M.N. Armes, S.G. Prapulla, 
“Recent trends in the microbial production, analysis and application of 25 
fructooligosaccharides, Trends Food Sci. Technol. 2005, vol. 16, pp. 442-
457). Existen 3 tipos de fructooligosacáridos descritos hasta la fecha. Los 
más conocidos (serie 1F) son los que se comercializan actualmente, y están 
formados por moléculas de fructosa unidas por enlaces β,2-1, con una 
molécula de glucosa en un extremo (J.W. Yun, “Fructooligosaccharides: 30 
Ocurrence, preparation and application” Enzyme Microb. Technol. 1996, vol. 
19, pp. 107-117), abreviándose como GFn, estando n típicamente 
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comprendido entre 2 y 4 (kestosa, nistosa y fructosilnistosa). En los 
fructooligosacáridos del segundo tipo (serie 6F), en la que las moléculas de 
fructosa se encuentran unidas por enlaces β,2-6, con una molécula de 
glucosa en el extremo no reductor está siendo investigada intensamente. 
Normalmente estos FOS están presentes en la naturaleza en forma de 5 
polímeros de alto peso molecular (levanos). La neokestosa, trisacárido en el 
que una fructosa se encuentra unida por un enlace β,2-6 a la unidad de 
glucosa en la sacarosa, es el primer representante de la serie 6G (tercer tipo 
de FOS). Los tres tipos de FOS, resisten la digestión en la parte superior del 
tracto intestinal,  y se metabolizan por las bacterias endógenas del colon. Se 10 
ha demostrado que poseen la capacidad de estimular el crecimiento de las 
bifidobacterias (A.V. Rao, “Dose-response effects of inulin and oligofructose 
on intestinal bifidogenic effects” J. Nutr. 1998, vol. 80, pp.1442S-1445S). Los 
FOS pueden obtenerse por hidrólisis parcial de polisacáridos naturales 
(inulina, levano, etc.) o por síntesis enzimática a partir de sacarosa. El perfil 15 
de productos (esp. en cuanto al grado de polimerización medio) que se 
genera por ambas metodologías es notablemente distinto, lo que repercute en 
sus propiedades.  
Se ha descrito la producción de fructooligosacáridos de la serie 1F por vía 
hidrolítica a partir de inulina o por vía sintética mediante el empleo  de 20 
sacarosa 1-fructosiltransferasas (EC 2.4.1.9.), β-fructofuranosidasas -
invertasas- (EC 3.2.1.26) e incluso por levansacarasas (EC 2.4.1.10) (L.E. 
Trujillo et al.,“Fructo-oligosaccharides production by thr Gluconacetobacter 
diazotrophicus levansucrase expressed in the methylotrophic yeast Pichia 
pastoris”, Enzyme Microb. Technol. 2001, vol. 28, pp. 139-144). Empleando 25 
algunas invertasas el rendimiento de síntesis que se alcanza no supera el 4% 
del total de oligosacáridos, mientras que con 1-fructosiltransferasas el 
rendimiento que se puede llegar a alcanzar es mucho mayor (en torno al 50-
60%) (M. Antosova, M. Polakovic, “Fructosyltransferases: the enzymes 
catalyzing production of fructooligosaccharides” Chem. Pap. 2001, vol. 55, pp. 30 
350-358). En la actualidad, los FOS de la serie 1F se producen 
industrialmente utilizando, en función sintética una β-fructofuranosidasa de 
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Aspergillus niger para generar oligosacáridos de cadena corta, de 3-5 
unidades (C. Vannieeuwenburgh et al., “Kinetic studies and mathematical 
model for sucrose conversion by Aspergillus niger fructosyl-transferase under 
high hydrostatic pressure”, Bioprocess Biosyst Eng. 2002, vol. 25, pp. 13-20). 
Otras enzimas con actividad transfructosidasa han sido descritas en hongos 5 
como Aureobasidium pullulans, Aspergillus oryzae o Aspergillus japonicus 
(C.S. Chien et al., “Immobilization of Aspergillus japonicus by entrapping cells 
in gluten for production of fructooligosaccharides”. Enzyme Microb. Technol. 
2001, vol. 29, pp. 252-257).  
Los fructooligosacáridos de bajo peso molecular de la serie 6F se obtienen 10 
mediante hidrólisis ácida a partir del polímero levano. Por vía sintética, tan 
solo se ha descrito la formación de FOS de la serie 6F como producto 
minoritario en la formación de 1-kestosa a partir de la levansacarasa de 
Zymomonas mobilis (M. Bekers et al., “Fructooligosaccharide and levan 
producing activity of Zymomonas mobilis extracellular levansucrase”, Process 15 
Biochem. 2002, vol. 38, 701-706). En los trabajos referidos hasta ahora en la 
bibliografía, para la producción de fructooligosacáridos de la serie 6G, se 
emplean células completas de la levadura Xanthophyllomyces dendrorhous 
(también llamada Phaffia rhodozyma) o de diversos hongos (p. ej. Penicillium 
citrinum, células inmovilizadas) (Lee et al., “Reaction route for enzymatic 20 
production of neofructo-oligosaccharides from sucrose using Penicillium 
citrinum cells”, J. Microbiol. 2001, vol. 39, pp. 331-333; Park et al., 
“Continuous production of neo-fructooligosaccharides by immobilization of 
whole cells of Penicillium citrinum”, Biotechnol. Lett. 2005, vol. 27, pp. 127-
130). Se ha solicitado la patente de una α-glucosidasa extracelular de X. 25 
dendrorhous con actividad transglicosilasa de alto espectro capaz de generar 
malto e isooligosacáridos a partir de maltosa (P200402994, UAM-CSIC) y de 
una fructofuranosidasa extracelular de esta levadura  con actividad 
transfructosidasa capaz de formar fructooligosacáridos de la serie 6G (en 
particular neokestosa) y 1F (en particular 1-kestosa) (P200501875, UAM-30 
CSIC). 
Los efectos de los FOS sobre la persona que los consume pueden ser muy 
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variados: reducción de los episodios de diarreas causadas por rotavirus; 
mejora de los síntomas de la intolerancia a la lactosa; control del 
estreñimiento por aumento de la masa fecal; aumento de la absorción de 
calcio, y en consecuencia una reducción del riesgo de osteoporosis; 
disminución de la capacidad mutagénica de ciertas enzimas microbianas 5 
como la nitro-reductasa, asociadas con el cáncer de colon; posible reducción 
de enfermedades relacionadas con dislipemias, etc. 
La levadura Schwanniomyces occidentalis (también Debaryomyces 
occidentalis) es capaz de utilizar una amplia variedad de compuestos 
orgánicos como fuente de carbono (glucosa, fructosa, galactosa, sacarosa, 10 
rafinosa, lactosa, maltosa, citrato, etanol, pululán, dextrinas, etc.). En 
biotecnología, se ha utilizado este organismo porque muestra un sistema 
amilolítico sumamente eficiente, que le permite crecer en medios basados en 
almidón (USP 4794175). S. occidentalis expresa y secreta una actividad 
invertasa en medios basados en lactosa (P. Costaglioli et al., ”Secretion of 15 
invertase from Schwanniomyces occidentalis”, Biotechnology Letters, 1997, 
vol. 19, pp 623-7). La enzima fue purificada utilizando un sistema de FPLC 
doble basado en Superosa 12 y Mono Q  (R.D. Klein et al., “Purification and 
characterization of invertase from a novel industrial yeast, Schwanniomyces 
occidentalis”, Prep. Biochem, 1989, vol. 19, pp 293-319) y el gen codificante 20 
secuenciado (Klein et al., “Cloning and sequence análisis of the gene 
encoding invertase from the yeast Schwanniomyces occidentalis”, Curr Genet, 
1989, vol. 16, pp 145-52; secuencia número X17604). La secuencia 
aminoácidica deducida a partir de la secuencia nucleotídica tiene 533 
aminoácidos (número de acceso P24133). Sin embargo, no hay datos 25 
disponibles referentes a su actividad sobre distintos sustratos o sobre su 
capacidad fructosiltranferasa.  
Dada la importancia industrial de los oligosacáridos prebióticos, es deseable 
proporcionar enzimas y procedimientos para su obtención que sean viables 
industrialmente. 30 
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DESCRIPCIÓN  DE LA INVENCIÓN  
La presente invención se refiere a la caracterización de una nueva actividad 
transfructosidasa asociada a la invertasa extracelular de Schwanniomyces 
occidentalis, útil para la obtención de oligosacáridos prebióticos, 5 
principalmente 6-kestosa. Así, un aspecto de la invención se refiere a un 
procedimiento de obtención de un producto enzimático con actividad 
transfructosidasa, que comprende cultivar células de S. occidentalis en un 
medio y condiciones apropiados. Mediante métodos convencionales, el 
experto en la materia escogerá los medios de cultivo y las condiciones como 10 
pH, temperatura y agitación para el cultivo de S. occidentalis. Ejemplos de 
cultivo se describen en detalle más adelante.  
La actividad transfructosidasa se asocia a la de  β-D-fructofuranosidasa o 
invertasa (EC 3.2.1.26) (IUBMB Enzyme Nomenclature, CAS Registry 
Number 9001-42-7), enzimas que hidrolizan la sacarosa en fructosa y 15 
glucosa.  
El producto enzimático crudo, resultado del anterior procedimiento de la 
invención, ya puede ser utilizado industrialmente para la obtención de 
oligosacáridos sin requerir etapas de separación o purificación posteriores. En 
una realización particular de la invención, el procedimiento comprende 20 
además el paso de recuperar el producto enzimático del medio de cultivo y/o 
de las células, pues la enzima objeto de la invención se libera 
extracelularmente. Así se entiende como producto enzimático en esta 
descripción tanto la suspensión de células de S. occidentalis con el medio de 
cultivo apropiado para que se haya expresado la actividad fructofuranosidasa, 25 
como la fracción libre de células. Mediante métodos convencionales, el 
experto en la materia escogerá el producto enzimático de partida más 
apropiado a cada procedimiento industrial, es decir, crudo o con más o menos 
nivel de purificación. 
En otra realización particular de la invención las células de S. occidentalis 30 
pertenecen a una cepa seleccionada del grupo que consiste en ATTC26077, 
ATCC26076, y ATCC20499. La secuencia nucleotídica del gen codificante 
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para la actividad invertasa (fructofuranosidasa) muestra marcadas diferencias 
con la secuencia previamente publicada y depositada en los bancos de datos. 
Otro aspecto de la invención se refiere al producto enzimático con actividad 
transfructosidasa obtenible por el procedimiento definido anteriormente. El 
producto enzimático de la invención es muy eficiente en la degradación de 5 
sacarosa y actúa también sobre oligosacáridos como 1-kestosa, nistosa y 
rafinosa. En una realización particular de la invención, el producto enzimático 
de la invención se caracteriza porque la actividad fructofuranosidasa tiene 
baja especificidad de sustrato, actuando sobre sacarosa, 1-kestosa, nistosa, y 
rafinosa. En otra realización particular, la actividad fructofuranosidasa del 10 
producto enzimático presenta un máximo en el intervalo de pH entre 5 y 6 a 
50 ºC, y en un intervalo de temperatura entre 40 y 55 ºC.  
Además de la actividad fructofuranosidasa, el producto enzimático de la 
invención tiene actividad transfructosidasa. En una realización particular, los 
productos resultantes de la actividad transfructosidasa son 15 
fructooligosacáridos de la serie 6F (en particular 6-kestosa) y minoritariamente 
de la serie 1F (en particular 1-kestosa). Otro aspecto de la invención se refiere 
a un procedimiento de obtención de  una enzima sustancialmente pura con 
actividad fructofuranosidasa/ transfructosidasa, que comprende los pasos de: 
(a) obtener un producto enzimático con actividad 20 
fructofuranosidasa/transfructosidasa mediante el cultivo de células de S. 
occidentalis en un medio y condiciones apropiados; (b) recuperar el producto 
enzimático del medio de cultivo y/o de las células; y (c) purificar el producto 
enzimático hasta obtener una enzima sustancialmente pura con actividad 
fructofuranosidasa/transfructosidasa.  25 
La invención también se refiere a una enzima sustancialmente pura con 
actividad fructofuranosidasa/transfructosidasa obtenible por el procedimiento 
definido. Los métodos de purificación convencionales podrán utilizarse para 
obtener la enzima de la invención. Un ejemplo de método de purificación se 
describe en detalle en esta descripción.  30 
Las características indicadas de especificidad de sustrato para el producto 
enzimático de la invención se atribuyen también a la enzima purificada. La 
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actividad transfructosidasa también es característica de la enzima purificada. 
Algunos aspectos positivos del producto enzimático y de la enzima de la 
invención, son que presentan un variado espectro de actuación y una alta 
actividad específica, convirtiéndolos en candidatos idóneos para hidrolizar o 
 modificar oligosacáridos. Otro aspecto importante a nivel industrial es que la 5 
enzima es estable durante largos tiempos de reacción (p.ej. 144 h) a una 
temperatura de aproximadamente 50ºC en presencia de altas 
concentraciones de sacarosa. 
La presente invención conlleva un procedimiento de obtención de 
fructooligosacáridos, principalmente 6-kestosa, viable industrialmente. Así, 10 
otro aspecto de la invención se refiere a un procedimiento de obtención de 
oligosacáridos que comprende permitir que el producto enzimático o la 
enzima purificada, definidos anteriormente, actúen sobre uno o varios 
sustratos glucídicos. Mediante métodos convencionales, el experto en la 
materia escogerá los medios de cultivo, los sustratos y las condiciones de 15 
reacción para llevar a cabo el procedimiento. Además, la enzima o las células 
de S occidentalis, productoras de la enzima, pueden usarse como tal o de 
manera inmovilizada, acopladas física o químicamente a un material portador. 
De esta manera se permite la reutilización de la enzima o las células. 
Ejemplos de preparación se incluyen más adelante en esta descripción.  20 
 
CARACTERIZACIÓN ENZIMÁTICA 
A) Expresión de la actividad fructofuranosidasa de S occidentalis. 
La producción de actividad fructofuranosidasa, se analizó en cultivos de S. 
occidentalis de las cepas ATCC26077, ATCC26076, y ATCC20499,  crecidos 25 
en medio para levaduras suplementado con lactosa. Los cultivos se realizaron 
en matraces de vidrio incubados a una temperatura comprendida entre 28-30 
ºC y con agitación orbital constante de 180-235 rpm. Las condiciones óptimas 
de crecimiento fueron 29ºC y 235 rpm. 
Se obtuvo la fracción libre de células por centrifugación (F-0) de un cultivo de 30 
S. occidentalis ATCC26077 crecido a 29ºC y 235 rpm. En ella se ensayó la 
actividad fructofuranosidasa valorando la liberación de glucosa sobre distintos 
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sustratos. Se usó un ensayo colorimétrico y la metodología estándar. La 
glucosa liberada se cuantificó utilizando la reacción acoplada de la glucosa 
oxidasa-peroxidasa: 0.4 ml de la solución a valorar se mezcló con 0.1 ml de 
solución A:B (20:1) (A: 0.85 U/ml glucosa oxidasa, 0.40 U/ml peroxidasa en 
tampón fosfato sódico pH 5; B: O-Dianisidina 0.6%). Se incubó 30 minutos a 5 
37 ºC y cuantificó espectrofotométricamente a 450 nm. Se utilizó una curva 
patrón de glucosa (0 a 100 µg/ml). La unidad de actividad fructofuranosidasa 
se define en µmol/ml min de glucosa valorada en las condiciones descritas. 
La FIG. 1 muestra los resultados obtenidos cuando se utiliza la cepa 
ATCC26077 y el ensayo se realiza sobre sacarosa.  10 
 
B) Caracterización de la actividad fructofuranosidasa de S. occidentalis 
después del cultivo y centrifugación de la fracción libre de células. 
La fracción libre de células, obtenida por centrifugación, de un cultivo de S. 
occidentalis crecido en medio lactosa: YNB (yeast nitrogen base w/o 15 
aminoacids, DIFCO) al 0.3% (p/v), bactopeptona (DIFCO) al 3.5% (p/v), 
KH2PO4 al 0.5% (p/v), MgSO4·7H2O al 1% (p/v), (NH4)SO4 al 1% (p/v), y 
lactosa como fuente de carbono al 2% (R.D. Klein et al., “Purification and 
characterization of invertase from a novel industrial yeast, Schwanniomyces 
occidentalis”, Prep. Biochem, 1989, vol. 19, pp 293-319), crecido hasta una 20 
densidad óptica de 8.34 UDO660nm, se concentro utilizando un sistema de 
filtración tangencial (filtro de 30 kDa) seguida de diálisis frente a HCl-Tris 20 
mM pH 7 durante 2 horas a una temperatura de 4 ºC y se ensayó sobre 
distintos sustratos. Los resultados del ensayo se muestran en la TABLA 1. No 
se detectó actividad cuando se utilizó como sustrato lactosa, leucrosa, 25 
turanosa o palatinosa. 
 
 
 
 30 
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TABLA 1. Actividad fructofuranosidasa de la fracción extracelular de S. 
occidentalis sobre diferentes carbohidratos. 
Sustrato 
Actividad específica 
(mU/µg) 
sacarosa 24 
1-kestosa 2.2 
nistosa 0.6 
rafinosa 0.2 
 
 
C) Purificación de la enzima con actividad fructofuranosidasa de S. 5 
occidentalis. 
Para la purificación de la enzima se partió de 2 litros de fracción extracelular 
de S. occidentalis, con una actividad fructofuranosidasa de 0.58 U/ml. Se 
utilizó el siguiente método:  
1º) Concentración de la fracción extracelular utilizando un sistema de filtración 10 
tangencial (filtro de 30 kDa) seguida de diálisis frente a HCl-Tris 20 mM pH 7 
(tampón A) durante 2 horas a una temperatura de 4ºC. Se obtuvieron 35 ml 
de concentrado con una actividad de 23.28 U/ml (F-1). 
2º) Cromatografía de intercambio iónico a pH 7. Se aplicaron 10ml de la 
muestra a una columna de 20 ml de intercambio iónico de DEAE-Sephacel 15 
equilibrada con tampón A. La elución se llevó a cabo utilizando un gradiente 
de NaCl de 0 a 2 M. La fracción eluida a 0.2 M de sal presentaba una 
actividad de 3.30 U/ml. Se dializó frente a acetato sódico 20 mM pH 5 
(tampón B) durante 2 horas a 4ºC (F-2).  
3º) Cromatografía de intercambio iónico a pH 5. La muestra se aplicó a la 20 
columna de intercambio iónico DEAE-Sephacel equilibrada con tampón B y 
se eluyó utilizando un gradiente discontinuo de NaCl de 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 
0.25, 0.3, 0.4 y 0.5 M de sal. La actividad fructofuranosidasa valorada según 
se indica anteriormente eluyó a  0.2 M de sal y fue de 0.33 U (F-3). 
La purificación fue valorada analizando las proteínas presentes tras cada uno 25 
de los pasos de la purificación (F-1, F-2 y F-3) en geles de poliacrilamida 
SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie. Los resultados obtenidos se 
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muestran en la FIG.2. 
 
D) Caracterización de la actividad fructofuranosidasa de la enzima purificada. 
La actividad hidrolítica de la enzima purificada (F-3), siguiendo el 
procedimiento descrito, se ensayó sobre distintos sustratos. El máximo nivel 5 
de actividad se obtiene sobre sacarosa. No se observó actividad sobre 
lactosa, leucrosa, turanosa o palatinosa. Los resultados obtenidos se 
recopilan en la TABLA 2. 
 
TABLA 2. Actividad fructofuranosidasa de la fracción F-3 de S. occidentalis. 10 
sobre distintos sustratos. Los ensayos se realizaron utilizando proteína 
purificada y una concentración para todos los sustratos ensayados del 1%. 
 
Sustrato 
Actividad específica 
(mU/µg) 
sacarosa 109 
1-kestosa 6.3 
rafinosa  7.5 
nistosa 6.2 
 
 15 
La actividad fructofuranosidasa se ensayó a diferentes pH y temperaturas. Se 
obtuvieron niveles máximos de actividad en un rango de pH comprendido 
entre 5 y 6 unidades a 50ºC y una temperatura de 40 y 55ºC. La FIG. 3 
muestra los resultados obtenidos. 
 20 
E) Caracterización del gen codificante para la enzima con actividad 
fructofuranosidasa de S. occidentalis. 
Se amplifico el gen codificante (1.6 kb) de la actividad fructofuranosidasa de 
S. occidentalis ATCC26077, ATCC26076, y ATCC20499, utilizando la técnica 
estándar de PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa), ADN genómico de 25 
la levadura y oligonucleótidos dirigidos hacia la secuencia de los extremos de 
la fase de lectura abierta (ORF) del gen, ya depositada en las bases de datos 
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(secuencia de acceso número X17604).  
La secuencia del material genético amplificado en las tres cepas de levadura 
analizadas presenta marcadas diferencias con respecto a la secuencia 
nucleotídica previamente publicada. La proteína deducida, con su secuencia 
de identificación SEC. ID. No. 1, tiene 534 aminoácidos en lugar de los 533 5 
previamente descritos y presenta tres secuencias, de 17, 6 y 16 aminoácidos, 
distintas a las publicadas. La FIG. 4 muestra los cambios que se obtuvieron al 
comparar la secuencia aminoacídica de la fructofuranosidasa (invertasa) 
depositada en los bancos de datos (P24133) y la obtenida en este trabajo.  
 10 
F) Actividad transfructosidasa de la fracción F-1 de S. occidentalis 
Se ensayó la actividad de transglicosilación del concentrado enzimático 
obtenido por ultrafiltración (F-1). Se preparó una reacción utilizando una alta 
concentración de sacarosa (510 g/l), para favorecer la formación de enlaces 
glicosídicos en detrimento de la reacción de hidrólisis, y una actividad 15 
enzimática final en la mezcla de reacción de aproximadamente 5 U/ml. La 
FIG. 5 muestra el cromatograma de la mezcla de reacción a las 6 horas. Se 
puede apreciar que la enzima de S. occidentalis presenta conjuntamente 
actividad de hidrólisis y actividad de transferencia. Se forman, por una parte, 
fructosa (pico 1) y glucosa (pico 2) como productos hidrolíticos. Por otra parte, 20 
se obtienen dos trisacáridos: uno mayoritario (pico 4), identificado como 6-
kestosa [β-D-Fru-(2→6)-β-D-Fru-(2→1)-α-D-Glu] y otro minoritario (pico 5), 
identificado como 1-kestosa [β-D-Fru-(2→1)-β-D-Fru-(2→1)-α-D-Glu]. La 
sacarosa que todavía no ha reaccionado corresponde al pico 3. El esquema 
de la reacción de transglicosilación se muestra en la FIG. 6. 25 
En la TABLA 3 se muestra la composición (en g/l) de los carbohidratos 
presentes en la mezcla de reacción a lo largo de 24 horas de incubación a 
50ºC. Se observa que la relación molar 6-kestosa/1-kestosa alcanza un valor 
máximo de 3.3 entre las 4 y 6 horas de reacción.  En el punto de máxima 
producción de FOS (4 horas), se obtuvieron 43.6 g/l de FOS, lo que 30 
corresponde a un porcentaje del 8.6% de FOS respecto al total de 
carbohidratos en la mezcla. 
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TABLA 3. Composición de la mezcla de reacción con el tiempo tras la 
incubación a 50°C de sacarosa con el concentrado enzimático, F1, de S. 
occidentalis. Condiciones de reacción: 600 g sacarosa/l en 0.2 M acetato 
sódico (pH 5.6), 150 rpm. El ensayo se realizó con 5 U/ml de biocatalizador. 5 
Análisis mediante HPLC utilizando una bomba Waters delta 500, columna 
Lichrospher 100-NH2 (Merck) de 250 x 4.6 mm, acetonitrilo:agua 75:25 v/v, 
0.7 ml/min, 25 ºC, detector de evaporativo de dispersión de luz (light-
scattering). Nombre de los compuestos: 1, fructosa; 2, glucosa; 3, sacarosa 
[α-D-Glu-(1→2)-β-D-Fru]; 4, 1-kestosa [β-D-Fru-(2→1)-β-D-Fru-(2→1)-α-D-10 
Glu]; 5, 6-kestosa [β-D-Fru-(2→6)-β-D-Fru-(2→1)-α-D-Glu] 
 
Composición de la mezcla de reacción 
(gramos/litro) 
Tiempo 
de reacción 
(h) 1 2 3 4 5 
Porcentaje (p/p) 
de FOS a 
0 0 0 510 0 0 0 
1 5.3 9.2 487.3 2.8 5.4 1.6 
1.5 16.8 20.4 453.8 6.4 12.7 3.7 
4 44.3 60.5 361.6 10.1 33.5 8.6 
6 54.8 70.9 343.7 9.6 31.0 7.9 
24 113.6 140.3 240.9 4.5 10.6 3.0 
a
 Porcentaje de fructo-oligosacáridos referido al peso total de azúcares. 
 
 15 
G) Actividad transfructosidasa de la fracción F-3 de S. occidentalis 
Se ensayó la actividad de transglicosilación de la enzima pura (fracción F-3). 
Se preparó una reacción utilizando una alta concentración de sacarosa (510 
g/l) y una actividad enzimática final en la mezcla de reacción de 
aproximadamente 0.5 U/ml. La FIG. 7 muestra el cromatograma de la mezcla 20 
de reacción a las 144 horas. Se aprecia que el perfil de los productos 
obtenidos es muy similar en ambos casos, concretamente la relación 6-
kestosa/1-kestosa que se obtuvo fue de 3.3. 
La nueva enzima caracterizada en este trabajo sigue manteniendo actividad 
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transfructosidasa tras 144 horas a 50ºC. Transcurridas 144 horas de reacción, 
se obtuvieron 42.6 g/l de FOS. El porcentaje total (p/p) de 
fructooligosacáridos fue del 8.4%, valor referido al peso total de carbohidratos 
en el medio. 
A lo largo de la descripción y las reivindicaciones la palabra "comprende" y 5 
sus variantes no pretenden excluir otras características técnicas, aditivos, 
componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, 
ventajas y características de la invención se desprenderán en parte de la 
descripción y en parte de la práctica de la invención. La siguiente descripción 
detallada, ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustración, y no se 10 
pretende que sean limitativos de la presente invención 
 
DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 
La figura 1 muestra la producción de actividad fructofuranosidasa 
extracelular a lo largo del cultivo de S. occidentalis ATCC26077. La levadura 15 
se creció en Medio lactosa 2% a 29ºC y agitación orbital constante de 235 
rpm durante 72 horas. Se representa el crecimiento del cultivo en UDO 660 
nm (cuadrados) y la actividad fructofuranosidasa valorada en el medio 
extracelular, en U/ml (círculos), alcanzada a los tiempos que se indican. La 
actividad se ensayó sobre sacarosa al 0.5%.  20 
La figura 2 muestra el resultado del análisis por SDS-PAGE (8%) de las 
proteínas presentes a lo largo del proceso de purificación.  Se precipito 1ml 
de las fracciones indicadas con TCA (10% (p/v)), se resuspendió en 10 µl de 
HCl-Tris 1.5 M pH 7.5 y se analizaron en geles de poliacrilamida al 8%. El gel 
se tiño con azul de Coomassie siguiendo la metodología estándar. M: 25 
Marcadores de peso molecular; 1, 2 y 3: F-1, F-2 y F-3, respectivamente. 
La figura 3 indica la actividad enzimática en función del pH y de la 
temperatura, mostrando los máximos correspondientes. Los ensayos se 
realizaron sobre sacarosa utilizando una solución de proteína pura. El 100% 
se corresponde con una actividad de 5.59 U/ml. FIG. 3A: Se valoró la 30 
actividad fructofuranosidasa a distintos pHs (3-9 unidades pH), una 
temperatura de ensayo de 50 ºC y tampón citrato sódico, fosfato sódico y 
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HCl-Tris (todos ellos 100 mM) para el intervalo de pH de 3-4.5, 5.0-7.5 y 8.0-
9.0, respectivamente. FIG. 3B: El ensayo de temperaturas (30-70ºC) se 
realizó en fosfato sódico 50 mM pH 5.5.  
La figura 4 es el resultado del análisis de la secuencia de la 
fructofuranosidasa de S. occidentalis ATCC26077 obtenida en este trabajo. 5 
Se muestra la secuencia aminoacídica de la proteína previamente descrita 
(P24133) y la obtenida en este trabajo (Ffasa).  
La figura 5 muestra el perfil de productos obtenidos tras la incubación de 
sacarosa en una concentración de 510 g/l con la producto enzimático 
(concentrado enzimático F-1) de S. occidentalis. Las condiciones de reacción, 10 
las condiciones de análisis mediante HPLC y los nombres de los compuestos 
son los mismos que en la TABLA 3. El análisis cromatográfico corresponde a 
las 6 h de reacción.  
La figura 6 muestra un esquema de la reacción de transglicosilación 
catalizada por la fructofuranosidasa de S. occidentalis.  15 
La figura 7 muestra el perfil de productos obtenidos tras la incubación de 
sacarosa en una concentración de 510 g/l con la enzima pura (F-3) de S. 
occidentalis. Las condiciones de reacción, las condiciones de análisis 
mediante HPLC y los nombres de los compuestos son los mismos que en la 
TABLA 3. El análisis cromatográfico corresponde a las 144 h de reacción.  20 
 
EJEMPLOS DE REALIZACIÓN 
 
EJEMPLO 1: Producción de fructofuranosidasa a lo largo de cultivos de 
S. occidentalis ATCC26077 crecido en medios mínimos. 25 
Para la producción de fructofuranosidasa, se cultivó S. occidentalis de la cepa 
ATCC26077 en 100 ml de medio mínimo para levaduras suplementado con 
lactosa (MML), sacarosa (MMS), rafinosa (MMR) y glucosa (MMG): YNB 
(Yeast Nitrogen Base w/o Aminoacids, DIFCO) al 0.7% (p/v), y la fuente de 
carbono correspondiente en los siguientes porcentajes (p/v): lactosa al 2%, 30 
sacarosa al 0,5%, rafinosa al 0.2% y glucosa al 0.05%. Los cultivos se 
siguieron durante 40 horas. El crecimiento celular se valoró 
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espectrofotométricamente siguiendo la absorbancia del cultivo a una 
densidad óptica de 660 nm (UDO660). Se utilizaron matraces de vidrio de 250 
ml, 29 ºC de temperatura y agitación orbital constante de 230 rpm. La fase 
estacionaria se alcanzó a 0.112, 0.757, 0.455 y 0.160  UDO660, para los 
medios basados en  lactosa, sacarosa, rafinosa y glucosa, respectivamente.  5 
 
EJEMPLO 2: Uso de la enzima para la producción de glucosa a partir de 
sacarosa con sobrenadante de medio mínimo. 
Los sobrenadantes de los cultivos del EJEMPLO 1 se utilizaron para la 
liberación de glucosa a partir de sacarosa por acción de la actividad 10 
fructofuranosidasa del sobrenadante donde se encuentra la enzima 
extracelular. Para ello, 100 µl de la fracción libre de células, 0.4 ml de tampón 
fosfato sódico 50 mM pH 5.5 y 0.5 ml de sacarosa al 1% (p/v) en este mismo 
tampón, se mezclaron e incubaron a 42ºC durante 90 minutos. Se observó 
actividad fructofuranosidasa desde el inicio de la fase de crecimiento 15 
logarítmico de los cultivos hasta el final de la fase estacionaria. Los máximos 
niveles de actividad (107 mU/ml para MML, 9.6 mU/ml para MMG, 0.78 
mU/ml para MMS y 1.2 mU/ml para MMR) se obtuvieron en la fase 
estacionaria.  
 20 
EJEMPLO 3: Producción de fructofuranosidasa a lo largo de cultivos de 
S. occidentalis crecidos en medio rico con rafinosa. 
Para la producción de fructofuranosidasa se cultivó S. occidentalis ATTC 
26077 en 100 ml de medio (YEP) suplementado con rafinosa (YEPR): 
extracto de levadura (DIFCO) al 1% (p/v), bactopeptona (DIFCO) al 2% (p/v), 25 
rafinosa al 0.2% (p/v). Se utilizó un matraz de vidrio de 250 ml, 30ºC de 
temperatura y agitación orbital constante de 200 rpm. El cultivo se siguió 
durante 48 horas. El crecimiento celular se realizó y valoró como en el 
ejemplo anterior. La fase estacionaria se alcanzó a las 28 horas de 
crecimiento, a 2.28 UDO660.  30 
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EJEMPLO 4: Uso de la enzima para la producción de glucosa a partir de 
sacarosa con sobrenadante de medio con rafinosa. 
El sobrenadante del cultivo del EJEMPLO 3 se utilizó para la liberación de 
glucosa a partir de sacarosa por acción de la actividad fructofuranosidasa del 
sobrenadante donde se encuentra la enzima extracelular como en el 5 
EJEMPLO 2. Se obtuvieron niveles valorables de actividad fructofuranosidasa 
desde la mitad de la fase de crecimiento logarítmico del cultivo hasta el final 
de la curva, durante unas 30 horas de cultivo. Los máximos niveles de 
actividad (0.382 U/ml) se obtuvieron a 2.28 UDO660. 
 10 
EJEMPLO 5: Estabilidad de la fructofuranosidasa de S. occidentalis a 50 
y 60 ºC. 
La fracción extracellular de un cultivo de S. occidentalis se concentró 57 veces 
utilizando un sistema de filtración tangencial (filtro 30 kDa) seguida de diálisis 
frente a fosfato sódico 20 mM pH 7 durante 2 horas a una temperatura de 4ºC. 15 
Se obtuvo  una preparación enzimática con una actividad de 23.3 U/ml. La 
preparación se mantuvo a 50 y 60ºC durante distintos tiempos. Cada 5-10 
minutos  se tomaron 50 µl de la preparación. La actividad fructofuranosidasa 
sobre sacarosa, se valoró en todas las muestras obtenidas como en el 
EJEMPLO 2 (50ºC, 20 min). Tras 45 y 120 minutos a 50ºC se mantiene un 50 y 20 
un 20% de la actividad inicial, respectivamente. Mientras que tras 2 y 5 minutos 
a 60ºC solo se mantiene un 80 y 25% de la actividad, respectivamente. 
 
EJEMPLO 6: Obtención del ADN genómico de S. occidentalis.  
Se cultiva la cepa ATCC20499 de S. occidentalis en medio mínimo para 25 
levaduras suplementado con lactosa al 2% (MML) a 29ºC con agitación orbital 
constante de 235 rpm, hasta una densidad óptica de 7.58 UDO660nm. El ADN 
genómico se aisló siguiendo básicamente un protocolo de extracción de ADN 
genómico para análisis por Southern blot previamente descrito (M. D. Rose et 
al. Methods in yeast genetics a laboratory course manual. Cold Spring Harbor 30 
Laboratory Press. 1990), se resuspendió en 50 µl de HCl-Tris 10mM pH 8.5 y se 
analizó en gel de agarosa (0.7% p/v). La concentración final de ADN fue de 100 
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ng/µl. 
 
EJEMPLO 7: Amplificación del gen de la fructofuranosidasa mediante la 
técnica de PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa).  
El ADN obtenido según el procedimiento descrito en el EJEMPLO 6, se 5 
empleo como molde para amplificar el gen de la fructofuranosidasa 
(invertasa) (X17604) de S. occidentalis. Se utilizo la técnica de PCR. Para 
ello, se diseñaron dos oligonucleótidos cebadores con las secuencias SEC. 
ID. No.2 y SEC. ID. No. 3 específicos para la secuencia del gen X17604 y que 
incluyen las secuencias de restricción BamHI y XhoI  respectivamente. Cada 10 
reacción incluye: 1.25 U de TaqPol (Promega), 2.5 µl del tampón para esta 
enzima 10x, 2.5 µl de MgCl2 25 mM, 0.25 µl de dNTs 40 mM, 5 µl del ADN 
genómico obtenido como se indica en el EJEMPLO 5, 1.5 µl de cada uno de 
los oligonucleótidos cebadores y H2O hasta un volumen final de 25 µl. Esta 
mezcla de reacción se incubo: a) 10 minutos a 94ºC, b) 3 ciclos de 94ºC 1 15 
minuto, 57ºC 1 minuto y 72ºC 1 minuto, c) 35 ciclos de 94ºC 1 minuto, 57ºC 1 
minuto y 7 2ºC 1.5 minutos y d) 1 ciclo de 94ºC 1 minuto, 57ºC 1 minuto y 
72ºC 6 minutos. El producto se analizo en gel de agarosa. Se amplificó un 
fragmento de 1.6 kb, que se corresponde con el tamaño esperado para el gen 
X17604, en una concentración de unos 50 ng/µl. 20 
 
EJEMPLO 8: Clonaje del producto amplificado por PCR y secuenciación 
del mismo. 
El producto de PCR obtenido según se indica en el EJEMPLO 7 se purificó 
mediante QIAEX II Gel Extraction Kit 150 de QIAGEN, y se incluyó en el 25 
vector pSTBlue-1 Vector de Novagen (Perfectly Blunt clonnig) linearizado con 
EcoRV. Se utilizaron E.coli DH5α competentes para transformación por 
choque térmico y la selección se realizó en LB con Ampicilina (100 µg/ml), 
IPTG y X-Gal. El ADN plásmídico se aisló utilizando el kit: ADN Purification 
System, Wizard Plus SV System de Promega y la construcción se analizo por 30 
secuenciación. La secuencia obtenida se comparó con la descrita, nº acceso 
X17604. Teniendo en cuenta el código genético, se obtuvo la secuencia 
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aminoacídica para la proteína codificada, que resultó ser de 534 aminoácidos, 
un aminoácido más de lo descrito en la secuencia de acceso P24133. 
Además, la secuencia de la nueva actividad enzimática difiere en tres zonas 
con la secuencia previamente publicada (P24133). Las diferencias se 
muestran en la FIGURA 4. 5 
 
EJEMPLO 9: Formación de fructooligosacáridos a 50˚C a partir de 
sacarosa catalizada por el concentrado enzimático (F-1) de S. 
occidentalis.  
Se preparó una disolución de alta concentración de sacarosa (510 g/l) en 10 
tampón acetato sódico 0.2 M pH 5.6. Se añadió la fructofuranosidasa hasta 
una concentración final en la mezcla de reacción de 5 U/ml (una unidad U es 
la actividad enzimática correspondiente a la liberación de un micromol de 
azúcares reductores por minuto, utilizando sacarosa 100 g/l como sustrato, en 
tampón acetato sódico 0.2 M pH 5.6, a 50˚C). La mezcla de reacción se 15 
incubó durante 24 horas a 50 ˚C, con agitación orbital a 700 rpm. A diferentes 
tiempos se extrajeron alícuotas, se incubaron 5 minutos a 80˚C para inactivar 
la enzima, se diluyeron 1:2 (v/v) con agua, se centrifugaron 5 min a 6000 rpm 
en un tubo eppendorf con un filtro de 0.45 µm y se analizaron por 
cromatografía líquida HPLC. El perfil de los productos formados se aprecia en 20 
la FIG. 5. Se observa que la fructofuranosidasa de S. occidentalis presenta 
actividad de transferencia (transfructosilación). Se obtienen dos trisacáridos: 
uno mayoritario, 6-kestosa [β-D-Fru-(2→6)-β-D-Fru-(2→1)-α-D-Glu] y otro 
minoritario, identificado como 1-kestosa [β-D-Fru-(2→1)-β-D-Fru-(2→1)-α-D-
Glu]. En el punto de máxima producción de FOS (4 h), la composición del 25 
sistema fue: 8.7% fructosa, 11.9% glucosa, 70.8% sacarosa, 2.0% 1-kestosa 
y 6.6% 6-kestosa. 
 
EJEMPLO 10: Formación de fructooligosacáridos a 50˚C a partir de 
sacarosa catalizada por la enzima pura (F-3) de S. occidentalis.  30 
Se preparó una disolución de alta concentración de sacarosa (510 g/l) en 
tampón acetato sódico 0.2 M pH 5.6. Se añadió la fructofuranosidasa hasta 
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una concentración final en la mezcla de reacción de 0.5 U/ml (una unidad U 
es la actividad enzimática correspondiente a la liberación de un micromol de 
azúcares reductores por minuto, utilizando sacarosa 100 g/l como sustrato, en 
tampón acetato sódico 0.2 M pH 5.6, a 50˚C). La mezcla de reacción se 
incubó durante 144 horas a 50ºC, con agitación orbital a 700 rpm. A 5 
diferentes tiempos se extrajeron alícuotas, se incubaron 5 minutos a 80ºC 
para inactivar la enzima, se diluyeron 1:2 (v/v) con agua, se centrifugaron 5 
min a 6000 rpm en un tubo eppendorf con un filtro de 0.45 µm y se analizaron 
por cromatografía líquida HPLC. El perfil de los productos formados se 
aprecia en la FIG. 7. Se obtuvieron dos trisacáridos: uno mayoritario, 10 
identificado como 6-kestosa, y otro minoritario, identificado como 1-kestosa. A 
tiempo final de reacción (144 h), la composición del sistema fue: 12.7% 
fructosa, 14.8% glucosa, 64.1% sacarosa, 2.4% 1-kestosa y 5.9% 6-kestosa). 
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REIVINDICACIONES 
1. Procedimiento de obtención de un producto enzimático con actividad 
fructofuranosidasa, que comprende cultivar células de Schwanniomyces 
occidentalis (también Debaryomyces occidentalis) en un medio para 
levaduras basado en lactosa, a una temperatura de 29ºC y agitación orbital 5 
constante de 235 rpm.  
2. Procedimiento según la reivindicación 1 que comprende cultivar células de 
Schwanniomyces occidentalis en un medio mínimo o rico para levaduras 
basado en distintas fuentes de carbono (lactosa, sacarosa, rafinosa, glucosa)  
a una temperatura comprendida  entre 28 y 30ºC y un rango de agitación 10 
orbital constante comprendido entre 180 y 235 rpm. 
3. Procedimiento según la reivindicaciones 1 y 2, que comprende la etapa 
adicional de recuperar el producto enzimático del medio de cultivo y/o de las 
células. 
4. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde las 15 
células de Schwanniomyces occidentalis pertenecen a una cepa seleccionada  
del grupo que consiste en ATCC26077, ATCC26076, y ATCC20499. 
5. Producto enzimático con actividad fructofuranosidasa obtenible por el 
procedimiento definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.  
6. Producto enzimático según la reivindicación 5, caracterizado porque la 20 
actividad fructofuranosidasa tiene baja especificidad de sustrato, actuando 
sobre sacarosa, 1-kestosa, nistosa y rafinosa. 
7. Producto enzimático según cualquiera de las reivindicaciones 5 y 6, 
caracterizado porque no tiene actividad fructofuranosidasa sobre lactosa, 
leucrosa, turanosa o palatinosa. 25 
8. Producto enzimático según cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, donde 
la actividad fructofuranosidasa presenta un máximo en el intervalo de pH 
entre 5 y 6 unidades a 50ºC, y en un intervalo de temperatura de 40 a 55ºC. 
9. Producto enzimático según cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, 
caracterizado porque tiene actividad transfructosidasa en presencia de uno o 30 
varios sustratos glucídicos.  
10. Producto enzimático según la reivindicación 9, caracterizado porque los 
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sustratos glucídicos son fructooligosacáridos.  
11. Producto enzimático según la reivindicación 10, donde los productos 
resultantes de la actividad  transfructosidasa son fructooligosacáridos con 
enlaces β-1,2, y β-2,6. 
12. Producto enzimático según la reivindicación 11, donde los productos 5 
resultantes de la actividad transfructosidasa son básicamente  6-kestosa y 1-
kestosa  
13. Procedimiento de obtención de oligosacáridos que comprende permitir 
que el producto enzimático definido en cualquiera de las reivindicaciones 5 a 
12 actúe sobre uno o varios sustratos glucídicos. 10 
14. Procedimiento de obtención de una enzima sustancialmente pura con 
actividad fructofuranosidasa, a partir del producto enzimático obtenido por el 
procedimiento según las reivindicaciones 1 y 2, que comprende la etapa 
adicional de purificar el producto enzimático hasta obtener la enzima 
sustancialmente pura. 15 
15. Procedimiento según la reivindicación 14, donde las células de 
Schwanniomyces occidentalis pertenecen a una cepa seleccionada del grupo 
que consiste en ATCC26077, ATCC26076, y ATCC20499. 
16. Enzima sustancialmente pura con actividad fructofuranosidasa obtenible 
por el procedimiento definido en cualquiera de las reivindicaciones 14 y 15. 20 
17. Enzima según la reivindicación 16, caracterizada porque la actividad 
fructofuranosidasa tiene baja especificidad de sustrato, actuando sobre 
sacarosa, 1-kestosa, nistosa y rafinosa. 
18. Enzima según cualquiera de las reivindicaciones 16 y 17, caracterizada 
porque no tiene actividad fructofuranosidasa sobre lactosa, leucrosa, 25 
turanosa, palatinosa,  
19. Enzima según cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, donde la 
actividad fructofuranosidasa presenta un máximo en el intervalo de pH entre 5 
y 6 a 50ºC, y en un intervalo de temperatura entre 40 y 55ºC. 
20. Enzima según cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19, caracterizada 30 
porque tiene actividad transfructosidasa en presencia de uno o varios 
sustratos glucídicos. 
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21. Enzima según la reivindicación 20, caracterizada porque los sustratos 
glucídicos son fructooligosacáridos. 
22. Enzima según la reivindicación 21, donde los productos resultantes de la 
actividad transfructosidasa son oligosacáridos con enlaces β-1,2, y β-2,6. 
23. Enzima según la reivindicación 22, donde los productos resultantes de la 5 
actividad transfructosidasa son básicamente 6-kestosa y 1-kestosa.  
24. Enzima según cualquiera de las reivindicaciones 16 a 23, caracterizada 
por su secuencia aminoacídica SEC. ID. No. 1 y por presentar 534 
aminoácidos. 
25. Secuencia de ADN que codifica la enzima definida en cualquiera de las 10 
reivindicaciones 16 a 24, caracterizada por su secuencia nucleotídica SEC. 
ID. No. 4. 
26. Procedimiento de obtención de oligosacáridos que comprende permitir 
que la enzima definida en cualquiera de las reivindicaciones 16 a 25 actúe 
sobre uno o varios sustratos glucídicos.  15 
 
 






